
视网膜母细胞瘤结合蛋白 4（Retinoblastoma

binding protein 4,RBBP4）能在体外和体内和视网

膜母细胞瘤蛋白相结合，其分子量为 48 KD[1]。

RBBP4 蛋白全长有 425 个氨基酸，属于 WD-40 蛋

白家族的成员之一 [2]，是核小体重塑与去乙酰化

酶 （Nucleosome Remodeling and Deacetylation，

NuRD）复合物的一个重要的核心亚基，在细胞周

期的进程、组蛋白的乙酰化修饰、核小体的修饰、

染色体的重塑以及肿瘤干细胞的分化进程中有

非常重要的功能 [3,4]。研究发现，RBBP4 在结肠

癌、肝癌 [5]、胃癌 [6]等多种肿瘤的组织中表达量异

常升高可能促进了肿瘤的发生和发展,并且能增

加宫颈癌细胞的迁移与侵袭能力 [7]，RBBP4 还可

能与雌激素受体相互结合从而影响乳腺癌的预

后 [8]。另有研究发现，RBBP4 还能刺激前列腺癌

细胞的侵袭、迁移，促进了前列腺癌细胞的形成

及生长 [9]。但是至目前为止，RBBP4 在肿瘤细胞

发生发展过程中的分子作用机制还有待进一步

的研究和阐明。

为了进一步阐明RBBP4蛋白的活性与调控机

制，本研究从HepG2细胞系中提取总RNA，以此为

模板进行 RT-PCR 扩增而获得了 RBBP4 基因的

CDS 序列，双酶切后与pGBKT7 酵母诱饵载体连接

构建了pGBKT7-RBBP4并进行双酶切和测序鉴定，

以期为进一步利用酵母双杂交技术筛选与 RBBP4

蛋白互作的新蛋白奠定基础。

doi：10.16104/j.issn.1673-1891.2019.02.005

视网膜母细胞瘤结合蛋白4基因酵母双杂交诱饵载体的构建
赵 梅a,b，杨俊宝b*

（川北医学院a.人事处；b.医学遗传学与细胞生物学教研室/医学遗传中心，四川 南充 637100）

摘要：视网膜母细胞瘤结合蛋白4（RBBP4）是WD-40蛋白家族的成员之一，其在组蛋白乙酰化、细胞周期进展及肿瘤干细胞

的分化等方面具有重要功能，研究与RBBP4互作的新蛋白质和认识RBBP4在疾病包括肿瘤的发生发展过程中的分子机制有

重要意义。通过 RT-PCR 扩增获得了 RBBP4 基因的 CDS 序列，经双酶切后与 pGBKT7 酵母诱饵载体连接构建了

pGBKT7-RBBP4载体，再通过双酶切鉴定和测序验证，结果表明此酵母双杂交诱饵载体被成功构建，为后续利用酵母双杂交

技术筛选与RBBP4蛋白相互作用的新蛋白提供了参考。
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Abstract: Being a member of WD-40 protein family, retinoblastoma binding protein 4 (RBBP4) plays an important

role in histone acetylation, cell cycle progression and differentiation of cancer stem cells. It is important to study new

proteins interacting with RBBP4 and to understand its molecular mechanism in the pathogenesis of diseases,

including tumors. In this study, the RBBP4 gene CDS sequence was successfully amplified by RT-PCR, and

pGBKT7-RBBP4 was constructed by binding with pGBKT7 yeast bait vector. The results of double enzyme digestion

and sequencing confirmed that the bait vector of yeast two-hybrid was successfully constructed, which provided a

reference for screening new protein interacting with RBBP4 protein by yeast two-hybrid technology.
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1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

限制性内切酶 NdeI、EcoRI 购自 ThermoFisher

科技公司，T4 DNA Ligase购自大连Takara公司，质

粒抽提试剂盒购自美国Promega公司。pGBKT7为

本实验室保存，大肠杆菌DH5α、一步法RT-PCR试

剂盒购自北京天根生化科技公司。

1.2 引物设计与合成

根据RBBP4cDNA的序列，在上游引物和下游

引物分别添加限制性内切酶 NdeI(-CAT ATG-) 和

EcoRI(-GAA TTC-)位点来设计特异性的 PCR 引

物 。 PCR 反 应 的 引 物 序 列 如 下 ：上 游 引 物 ：

5'-CATATGGCCGACAAGGAAGCAGCCTT-3'； 下

游 引 物 ：

5'-GAATTCCTAGGACCCTTGTCCTTCTGGA-3'。

引物由擎科（成都）生物科技有限公司合成。

1.3 RT-PCR扩增

以HepG2细胞系的 cDNA为模板，通过PCR扩

增出目的条带，PCR反应体系 50 μL。反应条件为:

42 ℃、30 min，95 ℃、3 min，94 ℃、30 s，60 ℃、30 s，

72 ℃、30 s，35 个循环，72 ℃、5 min。PCR 产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测，并进行胶回收和纯化。

1.4 酵母双杂交表达载体pGBKT7-RBBP4的构建

与鉴定

将胶回收的 PCR 产物片段与载体 pGBKT7 用

Nde I和EcoR I双酶切，37 ℃中1 h，将双酶切的目的

片段与线性载体进行胶回收、纯化并连接，于16 ℃连

接过夜。取适量连接产物用热激法转化DH5α感受态

细胞，涂平板（含卡那霉素 50 μg/mL)，于 37 ℃培养

箱中培养 16～18 h，观察平板菌落生长情况。挑取

单个菌落接种于 2 mL的LB液体培养基（含卡那霉

素50 μg/mL)中，37 ℃培养过夜。第二日进行离心，

弃上清，用质粒提取试剂盒提取pGBKT7-RBBP4质

粒，将上述得到 pGBKT7-RBBP4质粒进行Nde I 和

EcoR I 双酶切鉴定，经1%琼脂糖凝胶电泳检测，将

经过酶切鉴定正确的重组质粒送往苏州金唯智科

技公司进行测序，并通过NCBI网站的BLAST功能

对测序结果进行比对，将测序结果完全正确的重组

质粒扩大培养并保存备用。

2 结果

2.1 RBBP4 cDNA片段的扩增

以 HepG2 细胞系的 cDNA 为模板进行 PCR 扩

增 ，扩 增 出 长 1 290 bp（含 两 个 酶 切 位 点）的

RBBP4 基因，如图 1 所示。经切胶回收后效果

好，条带单一。

2.2 酵母双杂交诱饵载体的亚克隆与双酶切鉴定

将经 NdeI/EcoRI 双酶切的 RBBP4 cDNA 片段

和pGBKT7载体电泳、切胶回收纯化后连接，转化、

筛选阳性克隆扩大培养、提质粒，对阳性克隆的质

粒进行NdeI/EcoRI双酶切，经1%琼脂糖凝胶电泳检

测，鉴定结果如图2所示。

2.3 载体测序与比对结果

将经双酶切鉴定结果正确的 pGBKT7-RBBP4

质粒送公司测序，并将测序结果经BLAST比对，结

果如图 3 所示。结果显示：质粒中包括 RBBP4 V1

CDS 全长共 1 278 bp，在 CDS 序列第 453 位由 T 突

变为C，但编码的氨基酸不变，即GTT与GTC均编

码 Val，RBBP4cDNA 与 pGBKT7 完全相连，表明酵

母双杂交诱饵载体pGBKT7-RBBP4构建成功。

3 讨论

酵母双杂交技术是上世纪 90年代兴起的一种

研究蛋白质间相互作用的分子生物学技术[10]，是将

目的基因克隆至表达载体并在酵母(Y2HGold)中进

行真核表达，翻译后修饰的目的蛋白更接近于体内

蛋白的天然构象状态，用该方法筛选到的蛋白质也

M: DL2000 DNA marker

图1 PCR扩增产物电泳结果

M: 1 kb ladder DNA marker; 1: pGBKT7-RBBP4载体NdeI与

EcoRI双酶切;2: pGBKT7-RBBP4质粒

图2 载体pGBKT 7 -RBBP4 双酶切分析
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就具有较高的可信度；该杂交技术不仅可以用于验

证已知蛋白之间的相互作用，也可以从酵母双杂交

的文库中寻找与诱饵蛋白相互作用的新的蛋白质，

从而发现新的基因[11]。

已有研究证实视网膜母细胞瘤结合蛋白 4

（RBBP4）可以影响染色质代谢的所有阶段，还可以

调节多能性、细胞周期与细胞分化的相关基因，在

甲状腺癌、肝癌、乳腺癌等多种肿瘤组织中普遍表

达升高[5-9],说明RBBP4在疾病包括肿瘤的发生发展

中起着重要的作用。RBBP4 也可能是肝癌肝移植

术后肿瘤复发的潜在分子标志物 [12]。但是 RBBP4

对肿瘤发生发展的分子作用机制还不甚明确，对

RBBP4的研究将会给肿瘤的早期诊断、治疗提供一

些新的思路和参考。

为了进一步研究 RBBP4 对肿瘤发生发展所起

作用的分子机制，本文利用 PCR 技术和分子克隆

方法，把RBBP4cDNA的序列亚克隆到酵母双杂交

的表达载体 pGBKT7 中，成功构建了酵母双杂交

的诱饵载体Y2HGold (pGBKT7-RBBP4)，目的是为

下一步酵母双杂交研究打下基础，也是深入研究

RBBP4 编码蛋白的蛋白质-蛋白质相互作用的关

键步骤之一，为筛选与 RBBP4 蛋白相互作用的新

蛋白质、探索 RBBP4 蛋白的功能及其分子机制奠

定了基础。
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粗体atg: 起始密码子; 粗体 tag: 终止密码子; 横线: t突变为c

图3 载体pGBKT7-RBBP4中RBBP4cDNA结果
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